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Oligonucleótidos sintéticos para la detección de entero-
bacterias lactosa positivo.
La presente invención pertenece al grupo de las herra-
mientas de control de contaminación fecal en agua y ali-
mentos. Especialmente, la presente invención se refiere a
una pareja de oligonucleótidos sintéticos cebadores para
la amplificación genética del gen lacZ así como a un mé-
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DESCRIPCIÓN
Oligonucleótidos sintéticos para la detección de enterobacterias lactosa positivo.
Campo de la invención
La presente invención se encuadra en el campo de las herramientas de control de contaminación fecal en agua y
alimentos. Especialmente, la presente invención se refiere a una pareja de oligonucleótidos sintéticos para la amplifi-
cación genética, así como a un método cuantitativo para la detección de enterobacterias en productos lácteos.
Antecedentes de la invención.
Las enterobacterias lactosa positivo son indicadoras de contaminación fecal en agua y alimentos. La familia
Enterobacteriaceae comprende bacterias Gram-negativas, aerobias o anaerobias facultativas, capaces de fermentar
la lactosa en 48 horas con producción de gas y ácido, en medios de cultivo sólidos o líquidos. Los géneros que inte-
gran este grupo son Escherichia, Enterobacter, Citrobacter y Klebsiella. E. coli es huésped normal del tracto intestinal
del hombre y los animales de sangre caliente, por lo cual se encuentra en grandes cantidades en las heces y el estiércol.
La detección de E. coli es particularmente importante en el análisis de aquellos alimentos compuestos en los que el
tratamiento de cada una de las partes haya sido diferente, por ejemplo que contenga un componente pasteurizado y
otro no pasteurizado. El microorganismo En. aerogenes se presenta en las heces, aunque puede también provenir del
suelo y materia vegetal en descomposición.
Los tratamientos térmicos o de clorado eliminan fácilmente ambos microorganismos de las aguas y los alimentos.
La pasteurización se utiliza sistemáticamente en la industria láctica ya que destruye efectivamente las enterobacterias
presentes en la leche y sus derivados. Por ello, la presencia de altos valores de enterobacterias lactosa positivo en los
alimentos lácteos es síntoma de fallos en el proceso de elaboración o de conservación que pueden acarrear riesgos para
el consumidor.
Sin embargo, la industria láctea utiliza métodos poco específicos para detectar enterobacterias lactosa positivo
debido a que todos los procedimientos existentes en el campo de la técnica para su recuento específico requieren el
cultivo de estos microorganismos, lo cual puede llevar varios días y por lo tanto no permite la rápida comercialización
de productos frescos. Además, muchos de estos microorganismos no crecen adecuadamente en medios selectivos
por lo que se originan falsos negativos que pueden llegar a dañar la salud de los consumidores. Los procedimientos
mencionados anteriormente constan de etapas sucesivas, son lentos y de elevado coste. El más común de ellos es la
detección de microorganismos capaces de fermentar lactosa a 42º en presencia de un 2% de bilis y de cristal violeta. En
alimentos tratados también se puede comprobar la presencia de enterobacterias lactosa positivo mediante la producción
de gas en verde brillante con 2% de lactosa.
Como alternativa a estos procedimientos, se han propuesto métodos basados en técnicas de biología molecular, que
permiten una detección rápida y específica sin necesidad de un paso de cultivo bacteriano. La técnica de la reacción en
cadena de la polimerasa (PCR) ha sido aplicada utilizando secuencias que codifican para el gen lacZ (β-galactosidasa)
o el gen uidA (β-glucuronidasa) que detectan enterobacterias lactosa positivo totales y E. coli, respectivamente. Sin
embargo, seria deseable disponer de un método cuantitativo para determinar un limite máximo de su presencia en
alimentos aceptable desde el punto de vista de la salud pública. La PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)
permite la detección específica y la cuantificación de microorganismos en una muestra mediante la monitorización
continua de la reacción en cadena de la polimerasa. La dificultad para la aplicación efectiva de esta tecnología en la
detección de contaminación fecal de aguas y alimentos, radica en encontrar una seña de identidad para el grupo. Un
elemento genético en común a todos las enterobacterias lactosa positivo es el gen lacZ. Sin embargo, la variabilidad
genética entre especies dificulta el diseño de oligonucleótidos cebadores aptos para la detección de todas las especies
comprendidas en el grupo. Karns et al., utilizaron en un método de QRT-PCR, los oligonucleótidos JKP41, JKP42 y
JKTM43, que se corresponden con áreas conservadas del gen lacZ de E. coli. Estos oligonucleótidos demostraron ser
eficaces en la detección de solo algunas enterobacterias lactosa positivo. Sin embargo, otras bacterias del grupo, de
importancia para la salud pública, como por ejemplo Enterobacter cloacae, no pueden ser detectados utilizando los
cebadores del gen lacZ ya conocidos en el campo de la técnica.
Así pues, se hace evidente la necesidad de un método de detección de enterobacterias lactosa positivo de amplio
espectro y alta especificidad para su aplicación en el control de calidad de las aguas y los productos lácteos y, en
general, para su utilización sistemática en la protección de la salud pública.
Breve descripción de las figuras
Figura 1. Comparación de las secuencias nucleotídicas de una región del gen lacZ, en los siguientes microor-
ganismos: E. coli W3110 (número de acceso Genbank AC_000091), E. coli MG1655 (número de acceso Genbank
U00096), E. coli 0157:H7 EDL933 (número de acceso Genbank NC_002655), E. coli 0157:H7 str. Sakai (número de
acceso Genbank NC_002695), C. freundii MF466 (número de acceso Genbank AY746954), C. freundii OS60 (núme-
ro de acceso Genbank AY746953), E. cloaceae 10.8-42 (número de acceso Genbank AY746948), E. cloaceae E482
(número de acceso Genbank AY746947), E. cloaceae B5 (número de acceso Genbank DQ266449) E. cloaceae (nú-
mero de acceso Genbank D42077) y K. pneumoniae (número de acceso Genbank M11441). Los oligonucleótidos de
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Figura 2. Relación entre el ciclo umbral (Ct) y el número células de C. freundii CECT401.
Figura 3. Relación entre el ciclo umbral (Ct) y el número de células de E. coli CECT515.
Figura 4. Relación entre el ciclo umbral (Ct) y el número de células de En. cloacae CECT194.
Figura 5. Relación entre el ciclo umbral (Ct) y el número de células de K. oxytoca CECT143.
Descripción detallada de la invención
Un objeto de la presente invención son unos nuevos oligonucleótidos sintéticos cebadores para detectar y cuanti-
ficar de forma específica microorganismos pertenecientes al grupo de las enterobacterias lactosa positivo mediante la
técnica de la PCR cuantitativa en tiempo real.
Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión “oligonucleótido sintético” comprende los polímeros
sintetizados químicamente de 12 a 50, preferentemente de aproximadamente 15 a aproximadamente 30, y más pre-
ferentemente, alrededor de 20 monómeros de desoxirribonucleótido conectados conjuntamente o enlazados mediante
enlaces internucleótido 5’ a 3’. Los oligonucleótidos sintéticos de la presente invención se utilizan como cebadores
en una QRT-PCR. En el contexto de la presente invención un cebador es una molécula nucleotídica sintética, o un
fragmento de la misma, que se une en forma complementaria específica a una cadena única de ácido nucleico y es
capaz de iniciar la síntesis de dicha cadena por acción de la ADN polimerasa en una mezcla de reacción que contiene
además desoxinucleótidos (dNTP), ATP, Mg+ y agua. Las expresiones “oligonucleótido sintético de la invención” y
“Cebadores de la invención” son equivalentes y se utilizan indistintamente en el contexto de la presente invención.
La comparación de las secuencias nucleotídicas del gen lacZ procedente de distintas especies de enterobacterias
lactosa positivo ha permitido la identificación de una región de este gen altamente conservada entre distintas especies
de enterobacterias lactosa positivo. Entre estos microorganismos se encuentran E. coli W3110 (número de acceso
Genbank AC_000091), E. coli MG1655 (número de acceso Genbank U00096), E. coli 0157:H7 EDL933 (número de
acceso Genbank NC_002655), E. coli 0157:H7 str. Sakai (número de acceso Genbank NC_002695),C. freundiiMF466
(número de acceso Genbank AY746954), C. freundii OS60 (número de acceso Genbank AY746953), E. cloacae 10.8-
42 (número de acceso Genbank AY746948), E. cloacae E482 (número de acceso Genbank AY746947), E. cloacae B5
(número de acceso Genbank DQ266449) E. cloacae (número de acceso Genbank D42077) y K. pneumoniae (número
de acceso Genbank M11441).
La presente invención se desarrolla a partir de este descubrimiento y proporciona oligonucleótidos sintéticos ce-
badores cuya secuencia es específicamente complementaria a la de una región conservada del gen lacZ. En base a la
secuencia de la zona conservada del gen (Figura 1), se sintetizaron los oligonucleótidos de las SEQ ID NO 1 y SEQ
ID NO 2 donde “Y” significa C ó T y “S” significa C ó G según las recomendaciones sobre nomenclatura de la Unión
Internacional de Bioquímica (Biochem. J. (1985) 229, 281-286). La figura 1 específica la localización exacta de dicha
región para cada uno de los genomas especificados.
Por lo tanto un objeto de la presente invención son oligonucleótidos sintéticos cebadores para la detección del gen
lacZ en enterobacterias caracterizados por las secuencias nucleotídicas SEQ ID NO 1 y SEQ ID NO 2.
Otro objeto de la presente invención es el uso de los cebadores de la invención en la detección del gen lacZ.
Dicho uso sigue un protocolo específico en un método para amplificación nucleica, diseñado para alcanzar un óptimo
deseado, especialmente en el método de QRT-PCR. Unas condiciones adecuadas para la amplificación del fragmento
de doble cadena flanqueado por los cebadores de la invención son, por ejemplo, las siguientes:
3 un ciclo a 50ºC durante 2 minutos.
3 un ciclo a 95ºC durante 10 minutos.
3 40 ciclos:
• Desnaturalización a 95ºC (15 segundos).
• Anillamiento y extensión a 55ºC (1 minuto).
3 Disociación(parámetros específicos para cada termociclador).
• 95ºC durante 15 segundos.
• 55ºC durante 1 minuto.
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Estas condiciones pueden adaptarse fácilmente por un experto en base al aparato termociclador, pudiéndose modi-
ficar las condiciones de desnaturalización, la temperatura de anillamiento, la temperatura de extensión, la polimerasa
e incluso las combinaciones específicas de las posibles variantes de los cebadores de la presente invención. Como
se ha mencionado, los cebadores de la presente invención son especialmente útiles en la PCR cuantitativa a tiem-
po real (QRT-PCR), donde pueden ser utilizados directamente empleando un fluoróforo como Sybrgreen u otro de
características equivalentes comúnmente usados en el campo de la técnica.
Con el fin de detectar contaminación fecal en productos alimenticios, preferiblemente en productos lácteos, otro
objeto de la presente invención viene representado por un método para la detección de enterobacterias lactosa positivo
en un alimento que comprende los pasos de:
a. Recogida de muestras de dicho alimento,
b. Incubación de las muestras recogidas,
c. Extracción de ADN de las muestras incubadas en b,
d. Amplificación del ADN extraído en c,
Donde los cebadores para la amplificación de dicho ADN son los oligonucleótidos sintéticos de la invención.
La recogida de muestras del alimento ha de realizarse en las condiciones de esterilidad adecuadas para no introducir
microorganismos en ella debido a su manipulación. Tras la recogida, el alimento a analizar se incuba a la temperatura
de crecimiento bacteriano, generalmente 37ºC para las enterobacterias lactosa positivo. La incubación consiste en
introducir las muestras del alimento en un volumen suficiente de un medio de cultivo adecuado y mantenerlas a
la temperatura de crecimiento óptimo bacteriano durante el tiempo suficiente para alcanzar una concentración de
microorganismos en la fase exponencial de crecimiento. Una vez transcurrido el periodo de incubación, se centrifugan
las muestras incubadas para recoger los microorganismos; se someten a una lisis celular y se extrae el ADN mediante
cualquiera de los métodos empleados comúnmente en el campo de la técnica. Una vez extraído el ADN se utiliza como
molde en la amplificación genética utilizando los cebadores de la invención.
Para poner en práctica alguno de los objetos de la presente invención, seria conveniente disponer de un conjunto
de reactivos que permitan una rápida e inequívoca detección en la muestra de interés. Por lo tanto, otro aspecto de la
presente invención comprende un kit para la detección de la presencia o ausencia de enterobacterias lactosa positivo
que comprende los oligonucleótidos sintéticos cebadores de la invención. Este kit o conjunto de reactivos puede incluir
además los reactivos y soluciones necesarias para la reacción de amplificación genética, preferiblemente los reactivos
necesarios para realizar la QRT-PCR que comprenden al menos una solución concentrada de una enzima polimerasa
de DNA, una solución concentrada de magnesio y sendas soluciones concentradas de desoxirribonucelotidos además
de un fluoroforo para la detección del ADN de doble cadena.
Este kit permite detectar y cuantificar enterobacterias lactosa positivo y es de utilidad en el campo de la seguridad
alimentaria, preferentemente en el sector de los productos lácteos, vinícolas, cárnicos etc., ya que permite garantizar
la calidad higiénica de los alimentos y agua que se van a consumir.
Ejemplos
Ejemplo 1
Detección específica y cuantificación de cepas pertenecientes al grupo de enterobacterias lactosa positivo
Se analizaron 16 cepas distintas pertenecientes al grupo de las enterobacterias lactosa positivo (3 E. coli, 3 Ci-
trobacter, 6 Klebsiella, 4 Enterobacter) y 17 cepas pertenecientes a otros géneros. Se obtuvo DNA cromosómico de
todas ellas por procedimientos estándares y se realizó la reacción de PCR.
Las reacciones de amplificación se realizaron en un termociclador 7500 FAST REAL TIME PCR SYSTEM (Ap-
plied Biosystem). Se utilizó un kit Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystem), se añadieron 900 nM
de cada cebador SEQ ID NO 1 y SEQ ID NO 2 y 1 µl de muestra en 20 µl totales de reacción.
Ciclo a 50ºC durante 2 minuto.
Ciclo a 95ºC durante 10 minutos.
40 ciclos:
Desnaturalización a 95ºC (15 segundos).
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Disociación.
95ºC durante 15 segundos.
55ºC durante 1 minuto.
Incrementos lentos de temperatura hasta 95ºC.
En todos los casos se observó amplificación en las muestras de DNA correspondientes a las cepas pertenecientes
al grupo de las enterobacterias lactosa positivo, no detectándose este incremento en la fluorescencia en el caso de otras
especies (Tabla 1). La QRT-PCR permite además la cuantificación del material de partida ya que es posible determinar
el número del ciclo en que el lector empieza a detectar un incremento significativo de la fluorescencia con respecto a
la señal de base (CT) y que es inversamente proporcional al número de células presente en la muestra. Se ha podido
establecer una relación lineal entre el número de microorganismos presentes en la reacción de PCR y la CT obtenida
tal y como ilustran las Figuras 2, 3, 4 y 5.
TABLA 1
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Ejemplo 2
Detección de enterobacterias lactosa positivo en queso mediante PCR cuantitativa a tiempo real
El método descrito en el ejemplo 1 para la detección de enterobacterias lactosa positivo fue ensayado con 25 g de
queso Emmental no contaminado. El queso se inoculó de forma independiente con diluciones tituladas de cultivos de
una noche de E. coli CECT 515, C. freundii CECT 401, E. cloaceae CECT 194 y K. pneumoniae CECT 143, las cuatro
especies más representativas del grupo. Una vez inoculadas, las muestras se introdujeron de forma independiente en
bolsas de Stomacher con 225 ml de medio BHI (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) y se homogenizaron en
un Stomacher Lab-Bender 400 (Seward Med. Ltd., London, UK). Posteriormente se incubaron a 37ºC y se tomaron
muestras de 1 ml a 0, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 24 horas a partir de las cuales se extrajo DNA total. 1 µl de dicha suspensión de
DNA fue utilizado en la reacción de PCR cuantitativa descrita en el ejemplo 1. Los resultados obtenidos se muestran
en la tabla adjunta. Partiendo de una concentración inicial en el queso de 1 ufc/ml, se pudo detectar la contaminación a
partir de 7 horas de enriquecimiento en todos los casos excepto C. freundii, cepa para la que fueron necesarias 8 horas
de enriquecimiento para obtener un resultado positivo. Todos lo experimentos se realizaron al menos 2 veces de forma
independiente.
TABLA 2
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REIVINDICACIONES
1. Oligonucleótidos sintéticos para la detección de enterobacterias lactosa positivo caracterizados por las secuen-
cias nucleotídicas SEQ ID NO 1 y SEQ ID NO 2.
2. Uso de los oligonucleótidos de la reivindicación 1 como cebadores en un método de amplificación nucleica.
3. Uso según la reivindicación 2 donde dicho método es una PCR cuantitativa.
4. Método para la detección de enterobacterias lactosa positivo en un alimento que comprende los pasos de:
a. Recogida de muestras de dicho alimento,
b. Incubación de las muestras recogidas,
c. Extracción de ADN de las muestras incubadas en b,
d. Amplificación del ADN extraído en c,
donde los cebadores para la amplificación de dicho ADN son los oligonucleótidos sintéticos de la reivindicación
1.
5. El método de la reivindicación 4 donde el alimento es leche o un derivado de ésta.
6. Kit para la detección de la presencia o ausencia de enterobacterias lactosa positivo que comprende los oligonu-
cleótidos sintéticos cebadores de acuerdo con la reivindicación 1.
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La presente solicitud de patente describe y reivindica oligonucleótidos sintéticos que amplifican el gen lacZ y son útiles en la 
detección de enterobacterias lactosa positivo. Reivindica también un método de detección de estas bacterias en productos 
lácteos basado en la amplificación por técnicas de PCR del gen lacZ empleando estos oligonucleótidos, y un kit para la 
detección de enterobacterias lactosa positivo, que comprende los mencionados oligonucleótidos. 
 
No se han encontrado en el estado de la técnica los oligonucleótidos reivindicados en la solicitud, por lo que ésta se 
considera nueva según el artículo 6 de la Ley de Patentes. 
 
Existen, sin embargo, numerosos documentos que utilizan técnicas de amplificación por PCR del gen lacZ para detectar 
específicamente enterobacterias lactosa positivo. En este informe se citan a este respecto los documentos D01 a D04, que 
describen la detección de enterobacterias lactosa positivas (concretamente los 4 géneros mencionados en la solicitud) 
mediante este método. Los cuatro documentos citados se diferencian de la solicitud en las secuencias de los 
oligonucleótidos utilizados en la amplificación, y en el hecho de que el método en la solicitud de patente es cuantitativo. 
 
El mero hecho de emplear unos oligonucleótidos cuya secuencia es nueva no confiere actividad inventiva al método 
reivindicado, pues el diseño de oligonucleótidos específicos mediante el alineamiento de las secuencias de varias especies, 
y la elección de aquellas regiones de secuencias comunes como base para la síntesis de oligonucleótidos que amplifiquen 
un grupo de organismos, es un conocimiento ampliamente extendido en el campo técnico de la invención, y supone un 
trabajo rutinario para el experto en la materia. 
 
Tampoco confiere actividad inventiva el empleo de una técnica tan enormemente conocida como la PCR cuantitativa, que es 
de uso común en multitud de métodos y cuyos parámetros de uso se establecen de manera rutinaria en este campo técnico. 
Se citan, a modo de ejemplo, los documentos D05 y D06 para ilustrar el extenso uso de las técnicas de PCR cuantitativa en 
la detección de microorganismos en agua y alimentos. 
 
 
Por consiguiente, las reivindicaciones 1 a 6 de la presente solicitud no tienen actividad inventiva según el artículo 8 de la Ley 
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El documento D01, en el que se ha incluido el resumen de la base de datos WPI y la patente alemana, para disponer de las 
tablas y figuras, divulga un método de detección de bacterias coliformes en agua y alimentos mediante amplificación 
específica por PCR del gen lacZ. En el ejemplo 1, las figuras 2 y 3 y la tabla 3 de la patente DE 102005060090 A1 se puede 
observar que las bacterias amplificadas incluyen los 4 géneros que se detectan en los ejemplos de la presente solicitud 
(Escherichia, Enterobacter, Citrobacter y Klebsiella). 
 
También en el documento D02 se amplifica el gen lacZ de diferentes bacterias como método de detección de las mismas en 
agua de bebida. En este caso, la técnica empleada es PCR múltiple, y, de nuevo, se consigue, mediante este sistema, la 
detección de los 4 géneros de enterobacterias de la solicitud (ver materiales y métodos y figura 2 del documento citado). 
Aplicar este método a la detección de enterobacterias lactosa positivas en alimentos lácteos sería evidente para el experto en 
la materia. 
 
Igualmente, en el documento D03 se amplifica por PCR el gen lacZ como sistema de detección de bacterias coliformes, y se 
diseñan para ello oligonucleótidos específicos de este gen, comunes para el grupo de bacterias seleccionadas en el trabajo 
(que, de nuevo, incluyen los 4 géneros de la solicitud de patente). 
 
El documento D04 se divulga un método para determinar la presencia de microorganismos patógenos en muestras de agua. 
También en este caso se utilizan oligonucleótidos específicos del gen lacZ para detectar las enterobacterias Escherichia, 
Enterobacter, Citrobacter y Klebsiella mediante técnicas de PCR. 
 
Como ya se ha mencionado anteriormente, cualquiera de estos 4 documentos afecta la actividad inventiva de la presente 
solicitud, pues las diferencias que pudiera haber entre ésta y los documentos citados se consideran obvias para el experto en 




Finalmente, se citan en este informe dos documentos (D05 y D06) que, si bien no afectan la novedad ni la actividad inventiva 
de la solicitud, sirven para hacer palpable la frecuencia con que se emplean técnicas de PCR cuantitativa en la detección de 
bacterias patógenas en muestras de agua y alimentos. 
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